


Methods for the Identification of Fungi

1-) Anamnesis

2-) Clinical Findings

3-) Necropsy Findings

4-) Intradermal Skin Tests

5-) Clinical Samples



S-) Clinical Samples

* In dermatophytes the hair and skin scraping samples can be

used
* Exudates, biopsy and tissues

* Tissues can be helpfull in histopathology especially to observe

tiIssue reactions

* The correct match of histopathological findings and 1solated

fungi will confirm the diagnosis



a) Direct microscopy
b) Isolation
c¢) Identification
* Colony characteristics
* Investigation of macroconidiums

* Biochemical tests for the specific dermatophyte and

yeasts



a-) Direct Microscopy of Fungi

Teknik

Kullanim Amaci

Mantarlar

%10-20 KOH preparasyonu

Ornekleri temizleyerek mantarlar
goriiliir hale getirir

(Cogu mantar ve maya, dimorfik
formlar, dokulardaki maya benzeri
formlar, kil ve sa¢ orneklerinde
artrosporlar

Calcofluor beyazi (%0.1)

UV mikroskopta fungal elementlerin
floresansi

Siirme preparatlar ve doku
kesitlerinde mantar saptanmast

Nigrosin veya Hint boyasi

Cerebrospinal s1v1 ya da temiz
eksudatlar

Cryptococcus neoformans
karakteristik kapstili

Gram boyama / metilen mavisi

Fikse edilmis doku ve eksudatlar

Candida albicans gibi maya
hiicrelerini gortintiillemek

Fluoresan Antikor Teknigi

Dondurulmug seksiyonlar / fikse
edilmis siirme preparatlar

Blastomyces dermatitidis
gibi dimorfik mantarlarda

Periodik asit-Schiff (PAS) +
kontrast boya (hematoksilin)

Biyopsi veya dokulardan
hazirlanmis parafinli / dondurulmus
dokular

(Cogu mantarlar dokularda pembe
renkli boyanir + doku reaksiyonlari

Metanamine giimiis + kontrast boya
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Cogu mantarlar dokularda
kahverengi boyanir

Wright / Giemsa boyasi

Fikse edilmis kemikiligi siirmeleri,
biyopsi tuge preparatlari

Histoplasma capsulatum

_Laktofenol Pamuk Mavisi

Mantar Etkenleri

(Cogu mantar ve maya, dimorfik
formlar, dokulardaki maya benzeri




Teknik

Kullanim Amaci

Mantarlar

Hair Perforation Test

Sac ve killarda meydana gelecek
perforasyona gore degerlendirme
yapilir.

Microsporum canis, M. equinum ve
Trichophyton mentagrophytes — T.
rubrum arasinda ayrim yapmak ig¢in
kullanilir.

Wood's Lamp
Uygulamasi

Sac ve killarin, dermatofitlerle
infekte oldugu durumlarin
tespitinde kullanilarak tespit
edilmesinde kullanilir,

Karanlik bir odada, killara
tutunmus sporlarin sar1 yesil renkli
floresan yansimasi ile tespit
edilmesi esasina dayanur.

Hayvan Inokulasyon

Yapay besiyeri ortamlarinda saf
kiltiirler elde edilir. Beyaz fareler

Klinik materyallerden izole edilmis
mantar etkenleri, hayvan etik

Teknigi ve guinea pig tercih edilir. komitesinin i;ni ile labo.re.ltuvar
hayvanlarina inokule edilir
Immun sistem baskilanmis
Serolojik Testler Spes.lflk ma_n.tar antikorlari hastalard-a. da hig antlkO{ )
tespit edebilir. olmayabilir ya da ¢ok duistik
miktarda tiretilir.
Molekiiler Glincel ve alternatif yaklasim. |Cogu mantar ve maya, dimorfik
Biyotekbolojik Daha spesifik, kesin sonug formlar, dokulardaki maya benzeri
Y ontemler alinabilir. formlar




Lactophenol Cotton Blue

Phenol crystal 20 g.
Lactic aside 20 cc.
Glycerin 40 cc.
Distilled water 20 cc.
Cotton blue 0.0075 g.

-Fenol kristal, distile su icinde hafifce isitilarak ¢
bilesenler katilir.

-Solusyonun i¢indeki laktik asit Ozellikle mantar elementlerinin
muhafazasinda, fenol mantarlarin dldiriilmesinde ve pamuk mavisi (anilin
mavisi) de boyamada gorev alarak 1y1 bir goriiniim saglar.

-Temiz bir lam tizerine bir damla Laktofenol Pamuk Mavisi soliisyonu
konur. Uzerine kil drnekleri ya da besiyerinde iiremis mantar kolonisi
parcgast kiiciik bir icgen seklinde orneklendikten sonra konarak tiizerine
lamel kapatilir ve mikroskopta muayene edilir.



Slide preparation with
lactophenol cotton blue

Water

Toothpick
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Mold Solution Cover Ship




b-) Mantar izolasyonu ve Pasajlanmasi

* Klinik 6rneklerden patojen mantar izolasyonunda kullanilan besiyerinin
daha hizli iireyen bakteri ve kontaminant mantarlara kars1 selektif olmasi
gerekir.

* En cok kullanilan besiyeri: Sabouraud Dextrose Agar !!!

* pH’s1 5.6 olup aside tolerans gosteren mantarlarin tiremesini desteklerken
bakterileri inhibe eder.

* Bu besiyerine kloramfenikol (antibakteriyal) ve cycloheximide (actidione,
antifungal) eklenerek daha da selektif hale getirilebilir.

* Dimorfik mantarlarda %5 koyun kanli brain-heart infusion agar kullanilir.
Bu besiyeri 37°C’de inkube edildiginde miselyal formdan maya formuna
gecis sekillenir.

* Trichophytonlar i¢in maya ekstrakti (liretme faktorii), kloramfenikol (0.05
g/l) ve sikloheksimid (0.4 g/l) katilir.

» 37°C’de inkubasyon basli basina bir selektif prosediirdiir. Hayvansal
dokular1 invaze eden patojenler bu sicakligi tolere edebilir.



Besiyerine Inokulasyon

* Mayalar ayn1 bakterilerde oldugu gib1 klinik ya da nekropsi
materyalinden hazirlanan inokulum besiyer1 yiizeyine 0ze
yardimiyla inokule edilir.

* Mantar 1zolasyonunda, besiyer1 ylizeyinde 5 noktada steril bir
bistiir1 ile art1 seklinde ekim alanlar1 olusturulur. Daha sonra
kiigiik lezyonlu doku pargalari, der1 kazint1 ornekler1 veya
tiyler bu art1 seklindeki alanlarda agara hafif¢ce batirilir.

* Eger ornekler agara direkt batirilirsa uzun sureli
inkubasyonlarda agarda yarilma, parcalanma gergeklesebilir.

* Mayalar ayni1 bakterilerde oldugu sekilde yeni besiyerine oze 1le
pasajlanar.



Maya inokulasyonu Mantar inokulasyonu



Mantarlarin Subkultiru

Eger mantar kolonisi sporlaniyorsa;

* Mantar koloniler1 genellikle merkezinden ¢evresine dogru spor
uretmeye baslar ve siklikla bir koloniye karakteristik rengini
veren sporlardir.

* Bir 0ze oncelikle steril bir agar porsiyonu yuizeyine daldirilarak
hafifce nemli ve yapiskan hale getirilir, daha sonra bir
koloniden sporlar1 toplamak i¢in kullanilir.

* Eger mantar tiirii hizli tireyen bir mantar 1se inokulum yeni bir
pleyt yiizeyinde tam merkeze gelen noktada, hemen agar
yluzeyinin altina inokule edilir.

* Eger mantar yavas ureyen kiigiik koloniler olusturuyorsa agar
pleyt dort porsiyona bollintir ve her bir kisma ayr1 ekim yapilir.



Mantarlarin Subkultiru

Eger mantar kolonisi sporlanmiyorsa;

* Mantar kolonilerinde eskime ve 6liim asamasi koloninin
merkezindeki hifa ile baslar. Bu nedenle, koloninin kenarindaki
hifanin pasajlanmasi gerekmektedir.

* Steril bir bisturi ile pasajlamada kullanilacak besiyerinde
merkezdeki kiicik bir agar blogu (Smm?2) kesilip ¢ikartilir. Aym
bistiir1 kullanilarak benzeri buiytikliikteki ve sekildeki agar
fungal hifay1 da i¢erecek sekilde pasajlanacak olan koloninin
kenarindan kesip ¢ikartilir.

* Bu agar blogu pasajin yapilacagi besiyerine mantarl kismi
yukarida olacak sekilde dikkatlice yerlestirilir. Kesilen hifa
rejenere olup blogun ylizeyinden ¢evreye dogru lireyecektir.



Mantar Kolonilerinin Mikroskobik Muayenesi

* Dissecting microscope ile
inceleme

« LPCB

(Lactophenol Cotton Blue
/ Laktofenol Pamuk
Mavisi )

ile lam lamel aras1 preparat
hazirlama

(wet mount method)

ile inceleme

* Yapiskan seloteyp yontemi

* Lam Kiiltir Teknigi




Seloteyp Yontemi




¢-) Mantarlarin Identifikasyonu

Klinik 6rnekte mantarin direkt mikroskobik goriuntiisu
Kolon1 morfolojisi ve pigmentasyon tip1

Mantar kolonilerinde makrokonidia (fruiting heads) ve
sporlarin mikroskobik gorintiisi

Maya morfolojisi ve tomurcuklanma sekli

Mayalar ve daha az oran ve siklikta mantarlar 1¢in 1¢in
biyokimyasal testler

Candida albicans 1¢in germ tube testi gib1 etkene spesifik
testler

Spesifik serolojik testler

Kontaminantlarin durumu !!!



Mikolojide Guvenlik Kosullari

* Hayvanlarda hastaliga yol acan mantarlarin ¢ogu insanlar
icin de patojeniktir

e Ozellikle patojenik mantar icerdigi diisiiniilen materyal ve
kiiltiirler ele alimirken ¢cok dikkatli olunmalidir!!!

e Ozellikle Coccidioides immitis gibi 25 ve 37°C’lerde yiiksek
oranda infektif arthrosporlar olusturan ve kolaylikla
aerosolize olabilen patojenlere karsi ¢ok dikkatli olunmalidir.

* Cryptococcus neoformans ve Blastomyces dermatitidis gibi
dimorfik mantarlar 1insanlarda ¢ok ciddi hastaliga yol
acmaktadir.

e Ideal olan biitiin mikolojik muayenelerin biyogiivenlik kabini
icerisinde yapilmasidir.



